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S a m e n v a t t i n g
Nederlandse samenvatti ng
Het leven op aarde is geëvolueerd onder invloed van de draaiing van de aarde. Deze
draaiing legt aan bijna aI het leven op aarde een dag-nachtcyclus op. Als aanpassing
aan deze "exogene" cyclus hebben veel organismen een "endogene" klok ontwikkeld
die anticipeert op de dag-nacht variatie. Bij zoogdieren bevindt deze pacemaker klok
zich in de hersenen in de hypothalamische suprachiasmatische nuclei (SCN), net
boven de kruising van de oogzenuw. De SCN genereert een zogenaamd circadiaan
(van: circa : ongeveer, dies : dag) ritme waarvan de cyclusduur net iets afwijkt van
24lntr (vandaar: circa). De SCN wordt gesynchroniseerd door de dag-nachtcyclus,
door licht informatie die via de retina binnenkomt, in een proces dat entrainment
wordt genoemd. De lichtinformatie wordt geïntegreerd met de autonoom gegenereer-
de ritmiek van de pacemaker cellen in de SCN en dit leidt uiteindelijk tot een circa-
diaan signaal dat vanuit de SCN wordt doorgegeven aan de rest van het lichaam.
Welke en hoe deze signalen worden geproduceerd en wat de bron is van signaalstof-
fen is nauwelijks bekend. Het hoofdthema van deze dissertatie richt zich er op meer
hierover te weten te komen.
Er is veel variatie in de expressie van circadiane ritmiek in gedrag. Zulke variatie
bestaat binnen individuen van een soort, afhankelijk van bijvoorbeeld de tijd van het
jaar, de oestrus cyclus, of leeftijd. Ook is er variatie tussen verschillende stammen
van bijvoorbeeld ratten en muizen die in het laboratorium worden gebruikt. Variatie
in de expressie van circadiaan gedrag is vooral aangetroffen bij veldmuizen
(Microtus arvalis). De experimenten in dit proefschrift beschrijven hoe deze variatie
kan worden teruggevonden in wat zich neurochemisch afspeelt in de pacemaker. In
het bijzonder wordt onderzocht hoe variatie in ritmiek correleert met vasopressine
(AVP) in de SCN van de veldmuis. AVP is een neuropeptide dat wordt geproduceerd
in de SCN van veel zoogdieren, en dat in verband gebracht wordt met output-signa-
len van de SCN.
Ten eerste werd onderzocht of spontane afwezigheid van circadiane ritmiek in loco-
motie terug te vinden was in hun fysiologie. Hoofdstuk 2 beschrijft dat lichaamstem-
peratuur bij veldmuizen, die in gedrag geen circadiane ritmiek vertoonden, eveneens
niet-circadiaan ritmisch was. De conclusie hieruit is dat pathways vanuit de SCN die
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leiden naar de expressie van circadiane ritmiek in gedraq en fyslologie onderbroken
zijn in de SCN van niet-circadiane veldmuizen. Het bii j ft nog onbekend of het mole-
culaire mechanisme in de pacemaker zelf ook verstoord is. Nieuwe recente ontwikke-
lingen ln de moieculaire mechanismen van de SCN maken het extra interessant om
hier meer aandacht aan te besteden in veldmuizen.
In hoofdstuk 3 laten we zien dat niet-circadiane veldmuizen continu hoge aantallen
AVP neuronen vertoonden gedurende de gehele dag-nacht cyclus. Circadiane veld-
muizen hadden daarentegen een circadiaan profiel in aantal AVP neuronen met een
piek op het begin van de l ichtperiode. Een ander neuropeptide, vasoactive intestinal
polypeptide (VIP) , dat sterk tot expressie komt in de veldmuis SCN en verantwoorde-
li jk l i jkt voor codering van licht/donker informatie, circadiane fluctuatie toont in de
SCN van zowel circadiane ais niet-circadiane veldmuizen. Neuropeptides als soma-
tostatine en substance P die voorkomen in de SCN van rat en muis, komen verassend
qenoeg niet tot expressie in de SCN van de veldmuis. Ze ztjn bli jkbaar niet van
belanq in het aansturen van circadiane ritmiek in deze soort. Er is dus een wezenii jk
verschil tussen circadiane en niet-circadiane veldmuizen in de manier waaroD of oro-
ductie of uitstoot van AVP in de SCN plaatsvindt.
In tegenstell inq tot hoge aantallen AVP neuronen in niet-circadiane veldmuizen, is
er een sterke afname van AVP neuronen in de SCN van oude ratten welke geasso-
cieerd wordt met afname van de precisie in circadiane ritmiek. We onderzochten in
hoofdstuk 4 of verouderinq de expressie van AVP in de SCN van veldmuizen en de
expressie van circadiane ritmiek beïnvloedt. Bij veldmuizen reduceerde veroudering
de precisie van het circadiane rltme in gedraq en was er tevens een sterke afname in
de expressie van AVP neuronen en AVP immunoreactiviteÍt. Bij jongle volwassen die-
ren is AVP negatief gecorreieerd met de expressie van ritmiek in gedraq, Bij toene-
mende leefti jd is er daarenteqen een positieve associatie van AVP expressie en rit-
miek. Het AVP uitstoot mechanisme van de veldmuis SCN speelt misschien een
grote rol in de expressie van crircadiane ritmiek.
intracellulaire boodschappers zoals proteine kinase C (PKC) zijn direct gekoppeld
aan membraan gebonden AVP receptoren. Vrije AVP moleculen, afgegeven door
AVP-neuronen, activeren AVP receptoren in de SCN. We onderzochten de expressie
van AVP en PKC in de veldmuis SCN en vonden een qeli lkti jdige en proportionele
afname van het aantal AVP en PKCa neuronen tussen het begin van de l ichtperiode
en zes uur later (hoofdstuk 5). Dit suggeÍeert een sterke koppeling tussen AVP en
PKC, die verder werd onderzocht in hoofdstuk 6. Behalve AVP laat ook PKCrx een
sterke correlatie zien met de expressie van circadiane ritmiek. Lage PKCrx expressie
zou kunnen leiden tot verstoorde of verminderde AVP uitstoot en dus hoqe immuno-
cytochemisch vastgesteide AVP expressie.
Tot zover toonden de experimenten aan dat er-mogeli jk een verstoorde AVP uitstoot
zot zijn in niet circadiane veldmuizen. Het testen van de eerder geformuleerde "AVP
uitstoot verstoring hypothese" werd cruciaal voor het beqrijpen van het mechanisme
achter de circadlane expressie van gedraq. Voor dit doel hadden we een in vitro sys-
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zogenaamde "organotypisch weefsel cuiture" onderzocht werd. Op deze manier is de
uitstoot van neuropeptiden te meten en te koppelen aan eerder vefioonde expressie
van ritmiek. In hoofdstuk 8 beschrijven we de succesvolle kweek van volwassen veld-
muis SCN in het "organotypisch weefsel culture" systeem en laten we opmerkelijke
verschillen zien in de ontwikkeling van SCN cultures van ratten, hamsters en veld-
muizen pups. In hoofdstuk 9 tonen we aan dat de eerder gevonden correlatie tussen
AVP neuronen en gedrag nog steeds intact is bij de veldmuis SCN in vitro. De hoge
aantallen AVP neuronen zijn dus een eigenschap van de pacemaker zelf, die niet
afhangt van omliggend weefsel of feedback vanuit andere (hersen) gebieden.
Tevens bleek dat de AVP uitstoot vanuit de SCN van niet-ritmische veldmuizen
inderdaad verstoord is ten opzichte van ritmische veldmuizen (hoofdstuk 10). De
SCN van ritmische dieren vertoonde circadiane ritmiek in AVP uitstoot. De SCN van
niet-circadiane veldmuizen vertoonde lage niet ritmische uitstoot van AVP zien. Dit
ondersteunt de hypothese van een verstoorde AVP uitstoot van de niet-circadiane
veldmuis.
In dit proefschrift heb ik aangetoond dat zowel in vivo als in vitro AVP en zijn func-
tionele second messenger PKCu correleren met expressie van circadiaan gedrag en
iocomotie. De voornaamste conciusie is dat het niet vertonen van circadiane ritmiek
moet worden toegeschreven aan aberraties op pacemaker niveau en niet in perifere
processen. De SCN van de veldmuis l iet in mijn handen bijzondere eigenschappen
zien zoals de onverwachte expressie van het immediate early gen product Fos in
hoofdstuk 7. Transities tussen licht en donker worden geanticipeerd door hogere
neuronale activiteit (Fos expressie) in het ventrale deel van de SCN. Het dorsome-
diale gedeelte verschilt functioneel in de expressie van Fos en neuronale activiteit.
Ook de expressie van AVP in het dorsomediale gedeelte laat zien dat er een duideli jk
onderscheid is tussen de verschil len de SCN gebieden in de veldmuis, en daarmee
de expressie van circadiane ritmiek. AVP is een goede kandidaat om expressie van
circadiane ritmiek te mediëren in de SCN van de veldmuis. Applicatie van AVP, AVP
blokkers of antagonisten kunnen meer inzicht verschaffen in de werking en rol van
AVP in circadiane ritmiek in de veldmuis, Toekomstige experimenten moeten uitwij-
zen of AVP daadwerkeliik de causale factor is in het aansturen van circadiane ritmiek
in deze soort.
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